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Nowe metody oznaczania sparteiny i alkaloidów ubocznych 
w zielu żarnowca (Sarothamnus scoparius) 


Новые методы определения спартеина и посторонних алкалоидов 
в траве ракитника 


New Methods of Estimating Sparteine and of Minor Alkaloids 
in the Tops of Common Broom (Sarothamnus scoparius) 


Pospolity, dziko rosnacy przy szosach, torach kolejowych i w wawozach 
zarnowiec miotlasty (Sarothamnus scoparius; rodz. Leguminosae) jest cennym 
surowcem do otrzymywania głównego alkaloidu tej rośliny — sparteiny. Różno- 
rodna zawartość sparteiny, zależna od pochodzenia, części rośliny i jej cyklu 
wegetacyjnego (najwyższa w młodych, zielonych, sierpniowych odrostach łodyg 
i niedojrzałych nasionach) wynosi w przeliczeniu na suchą masę od 0,3—5 % (1, 2). 
Godny uwagi jest fakt, że w nasionach — w miarę ich dojrzewania — sparteina 
stopniowo zanika, przekształcając się w formy utlenione — lupaninę i hydro- 
ksylupalinę (1, 3, 4). 

Używana w lecznictwie w postaci uwodnionego siarczanu (C;sH>6N> . Н,50, . 5Н,О) 
jest Środkiem pobudzającym ośrodek oddechowy i ośrodek nerwu błędnego, 
a także wywołuje łagodne skurcze macicy. Stosowana jest w niemiarowości 
serca i w położnictwie. 

Jako wolna zasada sparteina jest bezbarwną, oleistą cieczą, łatwo utleniającą 
się na powietrzu, dobrze rozpuszczalną w rozpuszczalnikach organicznych, lotną 
z parą wodną. Drobna zawartość alkaloidów ubocznych, pozostających w ługach 
macierzystych przy fabrykacji sparteiny z żarnowca, a mianowicie izomery prze- 
strzenne d- i l-a-izosparteina (genisteina), izomery strukturalne (C-metylopiro- 
lidynowe) i optyczne sparteiny (5, 6), cytyzyna (7), oraz dehydrodwusparteina, 
sarotamnina (8, 9), różnicują skład alkaloidowy surowca i dlatego sumaryczne 
chociażby oznaczenie ich ilości, nie opracowane dotąd analitycznie, zasługuje na 
uwzględnienie i uzupełnienie. Stosowane dotychczas metody oznaczenia ilościo- 
wego sparteiny w wyciągach żarnowca opierają się na pomiarach acydymetrytz- 
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nych (10), wagowych — stracanie osadów kwasem krzemowowolframowym (11), 
pikrynowym (12), solą Reineckego (13), kolorymetrycznych (14, 15) oraz chromato- 
graficznych, posługujących się techniką planimetryczną i densytometryczną po- 
miaru plam (1, 4). 

W poszukiwaniu nowych, czułych pomiarów ilościowych przebada- 
liśmy użyteczność metody miareczkowania w środowisku niewodnym, 
oraz metody planimetrycznej na bibule kationitowanej, opracowanej 
przez Katedrę Chemii Ogólnej UAM w Poznaniu, a stosowanej m. in. 
z powodzeniem dla oznaczenia czystej sparteiny (16). W oznaczeniu 
miareczkowym zastosowaliśmy środowisko bezwodnego chloroformu 
i kwas nadchlorowy jako czynnik miareczkujący. Metodę tę, wycecho- 
waną na czystej sparteinie i sprawdzoną na dokładność przez oznaczenie 
odzysku wzorca dodanego do przerabianej, uprzednio oznaczonej próby 
surowca, można uznać za przydatną tym bardziej, że samo miareczko- 
wanie zajmuje mało czasu i daje ostre przejście barwy wskaźnika 
w punkcie równoważnikowym. Ilość odzyskanego wzorca wynosiła 99 %. 


W metodzie planimetrycznej na bibule kationitowanej o działaniu 
kolumny jonowymiennej, sorbującej ze środowiska słabo kwaśnego 
kationy alkaloidów, zastosowaliśmy tzw. płaską technikę rombową (17). 
Oznaczane roztwory wodne lub chloroformowe wkraplano. mikropipetą 
na rombowe skrawki bibuły chromatograficznej i alkaloidy eluowano 
z nich 0,02 M kwasem octowym na standaryzowane paski bibuły 
kationitowanej. Po wywołaniu odczynnikiem Dragendorffa powierzch- 
nie uzyskanych, ostro odcinających się plam mierzono przy pomocy 
przejrzystego papieru milimetrowego i porównywano graficznie na pro- 
stej wzorcowej z powierzchniami zajętymi przez znane ilości równo- 
legle prowadzonego wzorcowego roztworu siarczanu sparteiny. Proces 
wymywania alkaloidów prowadzony przez ok. 12 godz. przebiegał wy- 
czerpująco, a wyniki były powtarzalne i bardzo dokładne. Ilość odzyska- 
nego wzorca wynosiła 100 %. 

Dokładność obu metod, w szczególności bardzo czułej metody plani- 
metrycznej na bibule kationitowanej, jak również przeprowadzona przez 
nas wyczerpująca ekstrakcja surowca pozwoliły na uchwycenie stałych 
drobnych różnie między ilością sparteiny uzyskiwaną w przechodzącym 
z parą wodną destylacie (średnio 0,804 %), a oznaczeniami w pierwot- 
nym wyciągu, zawierającym kompleks alkaloidów żarnowca (średnio 
0,889). Różnica ta wynosząca 0,085 % określa zawartość ubocznych nie- 
lotnych alkaloidów surowca i jest zgodna — w granicach błędu do- 
świadczalnego — z wartością oznaczonej planimetrycznie pozostałości 
po destylacji sparteiny z parą wodną, wynoszącej średnio 0,1 %. 
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Z przeglądu metod literaturowych ekstrakcji żarnowca wynika, że najczęściej 
stosowanymi rozpuszczalnikami były: 2% kwas trójchlorooctowy (11), 5% kwas 
solny (18), 2% kwas siarkowy (2, 15), etanol (1, 15) i chloroform (3). 


W pracy naszej zastosowaliśmy dwukrotną ekstrakcję 2% kwasem 
siarkowym, ogrzewanie mieszaniny na ciepłej łaźni wodnej i wytrzą- 
sanie mechaniczne. Zabieg ten okazał się w porównaniu z przeprowa- 
dzoną również ekstrakcją alkoholową korzystniejszy, gdyż prowadził 
do całkowitego wyczerpania surowca ze składników alkaloidowych. 

Obecność poza sparteiną towarzyszących zasad oraz ich zróżnicowane 
właściwości polarne potwierdzono orientacyjnie na drodze chromato- 
graficznej. Po nakropleniu roztworów chloroformowych sumy alkaloi- 
dów na paski bibuły Schl. Sch. 2043 b/Mgl, impregnowanej acetono- 
wym roztworem formamidu (8:2), rozwinięciu chromatogramów słabo 
polarną mieszaniną cykloheksanu i dwuetyloaminy (9:1) i wywołaniu ich 
odczynnikiem Dragendorffa zmodyfikowanym wg Amelinka, lub wod- 
nym 0,06% roztworem jodoplatynianu potasowego, uwidaczniały się 
3 centra alkaloidowe: posuwająca się z czołem rozpuszczalnika wyraźna 
plama sparteiny zidentyfikowana wg wzorca, wyraźna maia plamka 
na starcie alkaloidu silniej polarnego oraz bardzo lekko rysująca się, 
rozmyta plama w środkowej części paska. W destylacie przechodzącym 
z parą wodną stwierdzono obecność jednej tylko plamy czołowej. 
Chromatogramy spryskiwane specyficznym dla amin odczynnikiem 
Ehrlicha (próba na ewent. obecność występującej w surowcu tyraminy 
i hydroksytyraminy) nie wywoływały się. 

Surowiec, którym posługiwano się w pracy dostarczony był przez 
„Herbapol” w postaci grubo pociętego ziela, zmielonego przez nas na 
miałki proszek. Ponieważ wszystkie uzyskane wyniki przeliczono na su- 
chą masę, wilgoć w surowcu oznaczono przez suszenie próby do stałej 
wagi nad P,O;, wynosi ona średnio 6,53 %. 


CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA 
Oznaczanie sparteiny 


5 g drobno sproszkowanego surowca zwilżono 10 ml 2% H,SO, 
i pozostawiono na 1 godz. do napęcznienia. Po dodaniu dalszych 90 ml 
kwasu mieszaninę ogrzewano przez 1/2 godz. na ciepłej łaźni wodnej, 
wytrząsano mechanicznie przez 20 min. i odstawiono na 12 godzin. 
Roztwór zdekantowano ostrożnie znad osadu, a pozostałość poddano 
ponownej ekstrakcji nową porcją 100 ml 2% H-SO4. Połączone wy- 
ciągi wraz z osadem zalkalizowano w kolbie destylacyjnej 20% NaOH 
i oddestylowano sparteinę z parą wodną, aż do zaniku obecności alka- 
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loidu (próba z Ją w KJ), zbierając destylat do odbieralnika zawierającego 
2 ml 10% Н,80,. Kwaśny destylat zagęszczono na łaźni wodnej 
do małej objętości, przeniesiono ilościowo do kolbki miarowej na 25 ml 
i uzupełniono wodą do kreski. Po nakropleniu odpowiednich ilości roz- 
tworu na romby (tab. 1, I = 0,06 ml, II = 0,08 ml) wymywano alkaloid 
na paski bibuły kationitowanej przy pomocy 0,02 M CH;COOH, pro- 
wadząc równolegle próbę kontrolnego 0,5 % roztworu etanolowego pię- 
ciowodnego siarczanu sparteiny, na której podstawie wykonano wykres 
prostej wzorcowej. (Czas trwania procesu wynosił około 12 godzin). 


55 64 404 154 466 196 mm? 0,804 0,789 0794 % 


200 250 300 rs 006 008 0,4 ml. 
Ryc. 1 


Ryc. 1. przedstawia przykładowo 6 pasków wzorcowych i 3 paski uwi- 
daczniające po wywołaniu odczynnikiem Dragendorffa strefy zajete 
przez alkaloidy oznaczanego roztworu. Wyniki oznaczeń zestawiono 
w tab. 1. 


Tabela 1 
a Zawartość sparteiny w 5g surowca 
Nr mg % 
Próby, | ee | А ee Poe dO 
I : II średnio I II średnio 
1 40,19 39,46 0,804 0,789 
2 40,19 40,32 40,19 0,804 0,806 0,804 
3 | 39,47 41,54 0,789 0,831 


Inną porcję zagęszczonego destylatu przechodzącego z parą wodną, 
uzyskanego jak wyżej z przeróbki 5 g surowca, przeniesiono ilościowo 
do rozdzielacza, zalkalizowano 10% .NaOH i wydzieloną zasadę ekstra- 
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howano (3 X 100) chloroformem. Połączone wyciągi chloroformowe 
odmyto zimną wodą, osuszono bezwodnym Na+S04, rozpuszczalnik odde- 
stylowano pod zmniejszonym ciśnieniem do małej objętości i przenie- 
siono ilościowo do kolbki miarowej na 50 ml. Próbki 20 ml (=2 g 
surowca) z dodatkiem 10 ml bezwodnika octowego miareczkowano 
0,05 M kwasem nadchlorowym w roztworze lodowatego kwasu octo- 
wego wobec fioletu krystalicznego, do zmiany zabarwienia fioletowego 
na niebiesko-zielone. 1 ml 0,05 M kwasu nadchlorowego odpowiadał 
0,005859 g sparteiny. 

Równocześnie przeprowadzono kontrolne oznaczenie miareczkowe 
wzorca. W tym celu odważono 0,1200 g pięciowodnego siarczanu spar- 
teiny (= 66,6 mg wolnej zasady), rozpuszczono w wodzie i po zalka- 
lizowaniu 10% NaOH zasadę wyczerpano chloroformem. Z odmytego 
i osuszonego roztworu chloroformowego przeniesionego ilościowo do kolbki 
miarowej na 50 ml pobierano 10 ml próby (= 13,32 mg zasady; przy 
innej naważce — 20,00 mg), które miareczkowano zmianowanym roz- 
tworem kwasu nadchlorowego. Wyniki oznaczeń sparteiny w surowcu 
i w substancji wzorcowej wg metody miareczkowej zestawiono w tab. 2. 


Tabela 2 
Oznaczana | Oznaczana zi Błąd 
ilość ilość IGE Zawartość sparteiny ozna- 
surowca wzorca Ы czenia | 
średnio 
g mg ml mg % % 


2,0000 14,793 

2,0000 2,29 14,278 

2,0000 2,31 14,469 
13,32 2,43 13,206 — 0,86 
20,00 3,38 19,862 — 0,69 


Sprawdzenie dokładności metody przeróbki surowca 


Do 5 g oznaczonego uprzednio surowca dodano określoną ilość 
wzorcowej sparteiny, mieszaninę przerobiono i przygotowano roztwory 
chloroformowe do ponownych pomiarów wg wyżej opisanego toku. 
Wyniki uzyskane przy pomocy obu metod ilościowych przed i po 
dodaniu wzorca, określające jego procentowy odzysk, podano w tab. 3. 
Rubryka pierwsza zawiera wyniki średnie z tabel 1 i 2, nie prze- 
liczone na suchą masę, a więc niższe o zawartość wilgoci w surowcu. 
czyli o 6,53 %. 
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Tabela 3 
Srednia > 
zawartości Dodano ева Ilość odzyskana 
Metoda sparteiny sparteiny spartéiny 
oznaczania |w5g surowca 
mg mg | mg mg | % 
Planimetrycz. | 37,58 34,29 71,86 34,28 100,00 
Miareczkowa 33,98 17,14 50,97 16,99 99,09 


Oznaczanie alkaloidów ubocznych 


Ługi alkaliczne pozostałe w kolbie po oddestylowaniu sparteiny 
z parą wodną wytrząsano porcjami z ok. 1 1 eteru. Odmyty wodą 
i osuszony rozpuszczalnik zagęszczono do małej objętości, zadano 
etanolem i przeniesiono ilościowo do kolbki miarowej na 25 ml. Odpo- 
wiednie ilości roztworu alkoholowego (І = 0,15 ml, П = 0,2 ml) ozna- 
czono planimetrycznie na bibule kationitowanej. Wyniki obliczone 
wg krzywej wzorcowej sparteiny zestawiono w tab. 4. 


Tabela 4 


Zawartość alkaloidów ubocznych w 5 g surowca 


Nr mg | % 
próby == 
І II średnio | I II średnio 
1 5,60 4,50 0,112 0,09 
2 5,60 5,10 5,15 0,112 0,102 0,103 
3 5,50 4,50 0,110 0,09 


Oznaczanie sumy alkaloidów 


Ekstrakcja kwaśna. 5 g drobno sproszkowanego surowca 
zwilżono 10 ml 20% Н,50,, pozostawiono na 1 godz. do napęcznienia, 
dodano dalsze 90 ml kwasu, ogrzewano przez 1/2 godz. na łaźni wodnej, 
wytrząsano mechanicznie i odstawiono na 12 godz. Roztwór zdekanto- 
wano a osad poddano ponownej ekstrakcji 100 ml 2% H,SO,. Połączone 
wyciągi i popłucze z surowca alkalizowano 20% NaOH i porcjami wy- 
trząsano z chloroformem do całkowitego wyczerpania alkaloidów. Odmyty 
wodą i osuszony bezwodnym NaSO, rozpuszczalnik zagęszczono do 


małej objętości, a pozostałość przeniesiono ilościowo do kolbki miarowej. 


Ekstrakcje alkoholowe. Dwie próby po 10 g surowca 
utartego dokładnie z mieszaniną antyoksydacyjną, tj. z 0,5 в NaHSO; 
i 0,2 g kompleksonu III (sól dwusodowa kw. wersenowego) przenie- 
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siono do gilz ekstrakcyjnych aparatu Soxhleta i wyczerpywano przez 
20 godz. alkoholem, do ujemnej reakcji z odczynnikiem Mayera i Jz 
w KJ, stosując dla jednej próby alkohol metylowy a dla drugiej 
etylowy. Alkoholowe wyciągi zakwaszono 2% H,SO, i rozpuszczalnik 
oddestylowano pod zmniejszonym ciśnieniem. Pozostałości kwaśne barwy 
zielono-brunatnej oczyszczono przez wytrząsanie z eterem, eter spraw- 
dzony na obecność alkaloidów odrzucono (ujemna reakcja) a warstwy 
wodne po zalkalizowaniu 10% NaOH wytrząsano kilkakrotnie z chloro- 
formem. Połączone, odmyte wodą i wysuszone wyciągi chloroformowe 
zagęszczono pod zmniejszonym ciśnieniem do małej objętości i przenie- 
siono ilościowo do kolbek miarowych. 

Uzyskane ze wszystkich 3 ekstrakcji roztwory chloroformowe użyto 
do oznaczeń na bibule kationitowanej. Oznaczenie miareczkowe wyko- 
nano z roztworem chloroformowym uzyskanym z ekstrakcji kwaśnej. 
Wyniki zestawiono w tab. 5. 


Tabela 5 
Metoda planimetryczna Metoda miareczkowa 
Rodzaj % % 
ekstrakcji Fuzz - я Е 
I II średnio średnio 


Woda kwaśna 


Metanolowa 
Etanolowa 
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PE3IOME 


В настоящей работе предложено метод количественного опреде- 
ления алкалоидов ракитника: доминирующего спартеина и посторон- 
них алкалоидов аналитически до сих пор не обработаных. Применен 
планиметрический метод на катионитированной бумаге и объемный 
анализ в безводной среде. 

В кислом экстракте сырья определена сумма алкалоидных осно- 
ваний (таб. 5), а также спартеин после его перегонки с водяным па- 
ром (таб. 1, 2). Вычисленая разница составляла содержание посторон- 
них алкалоидов и равнялась около 10%. Это количество согласно 
с результатами планиметрических определений посторонних алка- 
лоидов оставшихся в маточном растворе после перегонки спартеина. 

Сравнивая методы количественных определений — планиметри- 
ческого и объемного анализа, констатировано что планиметрической 
метод хотя требующий точно стандартизованной катионитированной 
бумаги представляет более точный метод для определения неболь- 
ших количеств алкалоидов — даже ниже 0,1 %. 

Простой и быстрый в использовании объемный анаилз ведет к по- 
ниженным и немного ошибочным результатам. 
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SUMMARY 


The paper deals with a new quantitative method of estimating 
alkaloids of common broom, i.e. dominant alkaloid — sparteine and 
minor alkaloids which have not been investigated yet. Planimetric 
method on cation-exchange paper and titrimetric method in nonaqueous 
solution, were used. The total of alkaloid bases and the content of 
sparteine, separated by steam distillation, were estimated in the aci- 
dific extraction of plant material (Tables 1 and 2). The calculated 
difference, constituting 10% of minor alkaloids, was in agreement with 
the results of the planimetric determinations, obtained in mother 
liquors from which sparteine had been separated by steam distillation 
(Table 4). 

Comparing the results of both methods, it was found that the 
planimetric method is very accurate and makes it possible to determine 
even small amounts of alkaloids (below 0.1%), although it is time- 
consuming and requires very accurately standardized cation-exchange 
paper. The titrimetric method, although simple and quick, is charged 
with small error and gives lower results. | 
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